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Peroxiredoxin I plays a protective role
against UVA irradiation through reduction of
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結果：Prx I (-/-) MEF では Prx I (+/+)MEFsと比較してアポトーシスや ROS
産生の増加がみられ、UVA処理に対する感受性の増加がみられた。また Prx I 
(-/-) MEFでは Prx I (+/+)MEF と比較してアポトーシスの増加と同様に p53の
発現も著明に増加した。一方、Bcl-2，Bcl-xL，と Nrf2の発現は Prx I (-/-) 
MEFにおいてすべて低下していた。 
UVAにより誘導された炎症反応は Prx I (-/-)MEFで上昇しており、IkB, 
TNFα,  IL-6の発現の増加もみられた。 











ROS, reactive oxygen species 
Prx, Peroxiredoxin 
MEF, mouse embryo fibroblast 
Bcl-2, B-cell lymphoma 2 
Bcl-xL, B-cell lymphoma-extra large 
Nrf2, NF-E2-related factor 2 
IkB, inhibitor of nuclear factor-kappa B 
TNFα, tumor necrosis factor alpha 
IL-6, Interleukin 6 
UV, ultraviolet 
PCR, polymerase chain reaction; 
Cys, cysteine 
GCLM, glutamate-cysteine ligase modifier subunit 
cisplatin, cdiamminedichloroplatinum(II) 
MSP23, macrophage stress protein 23kDa 
MTT, 3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl) -2,5- diphenyltetrazolium bromide 
Keap1, Kelch-like ECH-associated protein 1  
HO-1, hemeoxygenase-1 
DCFH-DA, 2’7’- dichlorofluoresceindiacetate 
RIPA buffer, Radioimmunoprecipitation assay buffer 
PVDF, polyvinylidene difluoride 
PI, propidium iodide 
NFκB, nuclear factor-kappa B 
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Bax, Bcl-2–associated X protein 






























































Stadtmanらにより行われた glutamine synthetase に関する研究である。精製さ




抗酸化物質が存在するのではないかと考えられ、25kDaの protector protein が
得られた。これがのちの Prxである[7]。1990年代に入ると哺乳動物の脳組織な
どから遺伝子が次々にクローニングされ、6種類のアイソフォームとして存在す













ら次の 3つのグループに分けられる[11] (Fig.1 A)。 
 
① グループ１：Typical 2-Cys Prx;   
基本的な活性単位は二量体であり、一方の鎖上のシステインと他方の鎖の C
末端付近のシステインとの間に触媒的にジスルフィド結合が形成される。 
② グループ 2：Atypical 2-Cys Prx;    
触媒的ジスルフィド結合が分子内であり、そして還元システインが C 末端
の「典型的な」位置にない。  




哺乳動物の Prx I からⅣは Typical 2-Cys Prx に属し、 それらのアミノ酸
配列は N-端末と C-端末のシステイン残基の周りを中心に相同性が高い。Prx 
Ⅴは atypical 2-Cys Prx に属する。Prx Ⅰ からⅣのアミノ酸配列とは相同性
が低いが、N端末のシステイン残基(Cys 47)の周りは相同性が高い。Prx Ⅵは





Prx 局 在 組織特異性 
Ⅰ 細胞質 肝臓、小腸、腎臓 
Ⅱ 細胞質 心臓、脳、脾臓 
Ⅲ ミトコンドリア 心臓、筋肉、腎臓 
Ⅳ リソソーム/細胞外（分泌型） 心臓、膵臓、肝臓、精巣 
Ⅴ ぺルオキシソーム/ミトコンドリア  








ている (Fig.1 Ｂ):  
 
Prx(reduced) + H2O2 → Prx(oxidized) + 2H2O 






























































































中の UV放射は長波長 の UVA（320 - 400 nm) と短波長の UVB（280 - 320 nm)
より構成される。UVA は UVBの約 20倍以上豊富に存在し、皮膚基底層まで浸





今回我々はこれらの点より UVAと PrxⅠとの関連に着目し、Prx I欠損マウ




第 2 章 材料及び方法 
2.1. 細胞培養  
Prx I ホモ欠損マウス(Prx I (-/-)) (OmniBank, Lexicon 
Pharmaceuticals, Inc.)及び野生型(Prx I (+/+)) マウスは既報に記載された
通り、ジーントラッピング法を用いて製作した[38]。MEFは 13.5日 Prx I (-
/-) 及び Prx I (+/+) 胎児より既報通り製作した[39]。脳及び暗赤色 (内部) 
臓器を胎児より取り除き、残余の組織を最終的に細かく切り刻んだ。細胞は
0.25% トリプシン処理し、遠心分離法により取り出した。次にこれらの MEFを
ストレプトマイシン(100 U/mL)、ペニシリン (0.1 mg/mL)及び加熱により不活
性化された 10% FBSを含むダルベッコ改変イーグル培地(DMEM)で培養した。細




2.2. UVA 照射 
MEFを PBSで洗浄し、培地は 5% FBS 及び 30 mM HEPES を含むフェノールレ
ッドを含有しない DMEM に置き換えた。次にその細胞にピーク 325nm発光波長
の FL20SBLBランプ (Toshiba, Tokyo, Japan) を用いて UVAを照射した。320 
nm 以下の波長は ATG フィルターUV-35 (Asahi Technoglass, Japan)にて遮蔽
した。UVA照射線量はラジオメーター(UVR-305 ⁄ 365; Toshiba, Tokyo, 
Japan)を用いて測定した。 
 
2.3. 細胞活性に対する MTT 分析 
細胞活性は 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
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(MTT) assay 分析で測定した。細胞は 6ウェルプレートで各ウェル当たり 1×10
５ cellsの細胞をまき、37℃で一晩培養した。UVA処理のあと、MTTを添加し、
細胞をさらに 37℃で 5 時間培養した。 540 nm の吸光度は Varioskanプレート





Prx I (+/+) 及び Prx I (-/-) MEFの UVA誘導アポトーシスは Annexin V-
FLUOS Staining Kit(Roche Diagnostic. Co, Tokyo)で処理した後、フローサ
イトメトリーで評価した。35mmディッシュ当たり 1×10５cellの細胞をまき、
10% FBS添加 DMEM中で一晩培養し、次いで 15 J/cm2の UVA照射を行い、更に 5
時間培養した。洗浄して再懸濁された細胞はマニュアルに従って fluorescein 
isothiocyanate (FITC)-conjugated Annexin V antibody 及び propidium iodide 
(PI)を用いて染色した。細胞（試料当たり 2×10４個) は 488nmアルゴンレーザ
ーを備えた流動細胞計測計(FACSCalibur; Becton Dickinson Co, Tokyo)及び
CellQuest Proソフトウエアにて分析した。 
 
2.5. ROS 産生及びミトコンドリア損傷の検出 
Prx I (-/-) 及び (+/+) MEFに UVA を照射した。次に 20 μM 2’7’-
dichlorofluoresceindiacetate (DCFH-DA) 及び 150 μM MitoTracker Deep Red 
を培地に添加し、細胞を 30分培養した。次いで細胞を培地と共に 5回洗浄






全細胞抽出物は、RIPA バッファー中の溶解細胞を 10分間 12,000ｇで遠心分
離した上清から得た。試料は 12.5%の SDS含有 ポリアクリルアミドゲル上で分
離した後、80V、2時間で PVDF膜上に移動した。膜はブロッキングバッファー
(5% スキムミルク Yukijirushi, Tokyo, Japan)を含むトリス緩衝生理食塩水-
Tween20 (TBS-T)中 4℃で一晩培養した。次に膜を新しいブロッキングバッファ
ー中で、1:1000に希釈した 1次抗体と共に 1時間、室温で培養した。p53、
Bcl-2、及び Bcl-xL 抗体は Cell Signaling Technology (Cell Signaling 
Technology Japan, Co, Tokyo, Japan)より購入した。Prx I及び Nrf2ポリク
ロナール抗体については以前記載したとおりである[38,47]。ペルオキシダー
ゼ結合抗マウス IgG 抗体(Sigma) または 抗ウサギ IgG抗体 (Jackson 
ImmunoResearch, West Grove, USA)で室温 1時間処理後洗浄したのち、ブロッ
ト中にラベル化されたバンドは ECL Plus キット(GE Healthcare Bio-Sciences 
Co., Tokyo, Japan)で検出した。膜は室温において Fuji Medical X-ray Film 
(Fuji Photo Film Co. Ltd., Tokyo, Japan)で露光した。 
 










第 3 章． 結果 
3.1. Prx I 欠損 MEF における UVA 感受性の増大 
Prx I (+/+) 及び Prx I (-/-) MEFに 10J/cm2 10 ,12.5 J/cm2 ,15 J/cm2 , 
17.5 J/cm2の各線量の UVAを照射し、MTT分析を使用して細胞の生存率を評価
した。細胞の生存能力の結果は図 2Aに示した。Prx I (-/-) MEFでは全ての線
量 (10 J/cm2 (P<0.05)、12.5 J/cm2 (P<0.01)、及び 15 J/cm2 (P<0.001))に対
してより感受性が高かった。  
次に、我々は UVA照射をした MEFを Annexin V 抗体と PIで染色し、Prx I
欠損 MEFの UVA感受性の増加はアポトーシスによるものかどうかを検討するた
めに、フローサイトメトリーにより分析した。Prx I (-/-) 及び (+/+) MEF の
代表的な散布図を Fig. 2B に示した。右上及び右下の四分区間(後期及び初期
アポトーシス)に存在する細胞の割合をアポトーシスインデックスとした。こ
の解析により UVA照射 Prx I (-/-) MEFは、同様に処理された Prx I (+/+) 
MEFと比較して Annexin V 陽性細胞の割合が増加していることがわかった。
Fig. 2Cは二つの細胞のタイプのアポトーシスインデックスを示す。15 J/cm2 
UVA処理後、Prx I (-/-) 細胞のアポトーシスインデックスは 85.6%であり、 




3.2. Prx I 欠損 MEF における UVA 誘導アポトーシスはｐ53 により仲介される 
Prx I (-/-) MEF中でアポトーシスが増加した機序を調べるために、細胞を
UVA照射したのちに p53、Bcl-2、及び Bcl-xLに対する抗体を用いたウェスタ
ンブロッティングで分析した (Fig. 3A, B)。 p53 の発現は UVA照射した Prx 
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I (-/-) 及び (+/+) MEF の両者でみられ、更にｐ53のベースレベルは Prx 
I(+/+) MEFに比べ Prx I(-/-)で大幅に高値であった (Fig. 3A, B)。一方で、
Bcl-2 及び Bcl-xL の発現は UVA-処理 Prx I (+/+) MEF に比較して UVA 処理
Prx I (-/-) MEFで大幅に減少した。 
次に、我々は p53制御下の遺伝子の発現を検証した。定量的リアルタイム 
PCRでは p21、Noxa、PUMA、及び Baxの mRNA発現量 は Prx I (-/-) において
は Prx (+/+) MEFに比べて全て増加することが明らかになった (Fig. 3C)。こ
れらの結果により p53 依存のアポトーシスのシグナル経路は Prx I (-/-) MEF
において UVA照射により変化することが示唆された。  
 
3.3. Prx I 欠損 MEF における ROS 蓄積の制御 
UVA照射による ROS 産生を可視化するために細胞を DCFH-DAで処理した Prx 
I (+/+) 及び Prx I (-/-) MEF中の ROSの蓄積量を比べた。Fig. 4Aに示され
るように活性化された DCFH-DAによる蛍光シグナルは、UVAの 5 J/cm2照射を
うけた Prx I (-/-) MEF において強く検出された。これに対して、DCFH-DA シ
グナルは UVAを照射した Prx I (+/+) MEFまたは未照射細胞においてはほとん
ど観測されなかった。細胞内の ROS 生成をフローサイトメトリーにより定量化
した。この分析により、Prx I (-/-) MEF中の ROS生成は、Prx I (+/+) MEF 
(P<0.01)と比較して大幅に増加することがわかった(Fig. 4B)。 
 
3.4. PrxI 欠損 MEF における UVA 照射による Nrf2 防御系の変化 
UVA 照射は転写因子 Nrf2が核に蓄積することを誘導し、また UVA誘導アポ
トーシスから皮膚細胞を守るための重要な役割を果たしていることが報告され
ており[49]、また Nrf2 は Prx Iを含めて様々なストレス誘導性タンパク質の
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遺伝子発現を調整している[47]ことから我々は Prx I (-/-) 及び (+/+) MEF
中の Nrf2 及び Nrf2制御下にある酸化ストレス誘導タンパク質の発現に対す
る UVA照射の影響を検討した。  
Nrf2、Prx I、及び代表的な Nrf2の下流遺伝子産物であるヘムオキゲナーゼ
1 (HO-1)の発現レベルを図 5A 及び Bに示す。Prx I (+/+) MEF中において
Nrf2、Prx I、HO-1の 3つのタンパク質は全て UVA照射により有意に増加し
た。一方で Prx I (-/-) MEFにおいては、Nrf2 及び HO-1の UVA-誘導による
発現は有意に低かった。予想されたように Prx Ⅰタンパク質は Prx Ⅰ(-/-) 
細胞中では検出されなかった。これらの結果により酸化ストレス誘導タンパク
質の UVA誘導による発現 は Prx I (-/-) MEFにおいて減少していることがわ
かった。次に我々は HO-1 及び他の Nrf2-制御下遺伝子である HO-1および
glutamate-cysteine ligase modifier subunit (GCLM)の mRNA 発現レベルの分析の
ために定量的リアルタイム PCRを行った。HO-1 及び GCLM 遺伝子は Nrf2 の下
流に位置しており、それらの増加は Nrf2の転写活性が増強されていることを
意味する。UVA 照射は Prx I (+/+) 及び(-/-) MEF 両者中の HO-1及び GCLM 
mRNA 発現を増大させるが、GCLM 上昇の程度は Prx I (+/+) MEFと比較して
Prx I (-/-)MEFにおいて有意に小さい (Fig. 5C)。以上の結果より、Nrf2-制
御下遺伝子の発現は Prx I-欠損 MEF中において減少することが示された。 
 
 







6A 及び Bに示すように、Prx I (+/+) MEFにおける IκBの発現が UVA処理後
に有意に減少した。これに対して、Prx I (-/-) MEFにおける IκB タンパク
質発現はコントロールでも UV処理細胞においてもほとんど検出されなかっ
た。定量的リアルタイム PCR分析では UVA照射は Prx I (-/-) 及び(+/+) MEF
の両者において TNFα 及び IL-6 mRNA発現を引き起こすことが明らかになっ
た。しかしながら、UVA で誘導された TNFα及び IL-6の値は Prx I (-/-)細胞
中で大幅に上昇していた (Fig. 6C)。これらの所見において Prx Iの欠損は

























第 4 章．考察 
以上の研究により、我々は Prx I (-/-) MEF は Prx I (+/+) MEFと比較して
UVAに対して顕著に感受性が高く、その結果アポトーシスの誘導が増加するこ
とを発見した。Bruls らによると UVAに誘導されたアポトーシスは p53が制御
するミトコンドリアから放出されたチトクロームｃとカスパーゼ活性化をもた
らす広範囲な酸化障害によって生じることが報告されている[44]。そのため
我々はそのメカニズムにおける p53の役割を検討した。p53 及び Bax、Noxa、
PUMA、及び p21などの p53調節アポトーシス促進遺伝子(G1の細胞サイクル調
節物)、並びに抗アポトーシスタンパク質の Bcl-2及び Bcl-xLの発現を調べ
た。その結果、Prx I (-/-) MEFにおいて UVA 処理後の p53及び 4つの p53-制
御遺伝子の発現の増加がみられた。一方、Bcl-2 及び Bcl-xLの発現は UVA-照
射された Prx I (-/-) MEF では抑制されていた。これらの結果は Prx I (-/-) 
MEFにおけるアポトーシスの増加はｐ53シグナルに関連していることを示唆す
る。 
次に我々は Prx I (-/-) MEF中の UVA誘導アポトーシスは過剰な酸化ストレ
スにより生ずると仮定した。これを検討するために、Prx (-/-) 及び(+/+) 
MEF中における ROSレベルを DCFH-DAを使用して調べた。5 J/cm2 UVA照射後
に、ROS は Prx I (-/-) MEF中では豊富に検出されたが、Prx I (+/+) MEF 中
には同じ線量の照射をしたにもかかわらず検出されなかった。この結果により
抗酸化能が Prx (-/-) MEF 中では減少することがわかり、ROSが除去できずに
過剰な酸化ストレスの蓄積に至り、アポトーシスが誘導されることがわかっ













しかしながら、別の論文では p53 及び Nrf2 は相互に作用し、p53は Nrf2 標
的遺伝子の転写を抑制することが示されている[55]。以上から、Prx I (-/-) 
細胞において増加した p53は Nrf2と相互作用して Nrf2の標的遺伝子の抑制へ
と導くという仮説も考えられる。一方、ある最近の論文では p53調節 p21 と














る。近年の論文において、NFκB は転写レベルで Nrf2 シグナル伝達を直接抑
制することが示された。NFκB はコ・アクティベーターである CREB 結合タン
パク質 (CBP)に対して Nrf2 と競合すること、更に histone deacetylase 
3(HDAC3) を動員することが見出され、結果的に局所的な低アセチル化及び
Nrf2シグナル伝達の抑制につながることが発見された [57]。NFκB ファミリ
ーは Rel ファミリータンパク質 p65、c-Rel、Rel B、p50、及び p52を含む。
炎症亢進性シグナル、または酸化ストレスのような種々の刺激は IκBキナー
ゼ シグナロソームの活性化に導き、結果として IκBの分解及び NFκB 二量
体の核への移行を導き、そこで標的遺伝子の転写を誘導するのではなかろう
か？ 今回の研究において Prx I (+/+) MEF中の UVA 照射後の IκB タンパク
質レベルは大幅に減少した。しかしながら、Prx I (-/-) MEF中の IκB タン
パク質は UV照射前後ともほとんど検出されなかった。従って、酸化ストレス
のような刺激により、Prx I (-/-) MEFのベース状態においては NFκB シグナ
ル伝達がすでに惹起されている可能性が考えられる。UVA照射に続いて、
NFκB-制御下遺伝子、すなわち TNFα及び IL-6 の Prx I (-/-) MEF中におけ
る発現は増強された。そのため、Prx I (-/-) MEF は炎症反応をおこしやすい
素因をもっているか、または Prx I 欠損による炎症反応に関連する他のメカニ
ズムに影響されている可能性がある。 









えられる。例えば Prx I は ASK1-JNK シグナル伝達を抑制し、p66shc 及び c-
Abl の活性化を抑制することで酸化ストレスによるアポトーシスを抑制するこ




伝達経路における Prx I の役割を解明するためには、さらなる研究が必要であ
る。 
 
第 5 章．結論 
本論文において我々は、Prx I (-/-) MEFは Prx I (+/+) MEFと比較して
UVA に対する感受性が顕著に高く、その結果アポトーシスの誘導が増加するこ
とを発見した。この結果は p53依存のアポトーシスシグナル伝達経路は Prx I 
(-/-) MEFにおいて変化し、 Prx I (-/-) MEF 中の ROS 生産が Prx I (+/+) 
MEFS中に比べて有意に上昇したことを示している。Nrf2調節遺伝子の発現は
Prx I (-/-) MEF中で低下し、IκB 発現の減少につながり、これは UVA 処理に
対する炎症反応の増強につながった。これらの結果から我々は、細胞死または
アポトーシスの調節において重要な役割を果たす異なるタイプの分子との直接
及び間接的な相互作用を通じて、酸化性ストレス誘導による細胞死を Prx I が
抑制することが可能と考えられる。しかしながら、UVA照射が原因のアポトー
シスのシグナル伝達を抑制するのに Prx I が作用している機序は明らかでな
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Fig. 2. Prx I-欠損 MEF における増強された UVA 感受性 
A. UVAの様々な線量で照射された Prx Iホモ接合性ノックアウト(Prx I (-
/-)) 及び野生種(Prx I (+/+)) MEF MTT 細胞の生存能力分析 
Prx I (-/-) MEFは全ての UVA照射線量 (10, 12.5, 及び 15 J/cm2) 
(*P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001) (n=3) の試験においてより感受性が高
い。  
B. Prx I (+/+) 及び Prx I (-/-) MEFの流動細胞計測法ではヨウ化プロピジ
ウム及び蛍光標識化された Annexin V 抗体により染色している。アポトーシス
細胞は右上部及び右下部四分画において Annexin V-陽性細胞と定義されてい
る。 
垂直軸: ヨウ化プロピジウム (PI), 水平軸: Annexin V. 
C.フローサイトメトリの定量化 
右上部及び右下部四分画中の細胞の割合はアポトーシス指標として定義され
た。15J/cm2 UVA 照射後、Prx I (-/-) MEFのアポトーシス指標は Prx I (+/+)
細胞に比較して大幅に増加している。数値は三つの独立した実験の平均値 ± 
SD (***P<0.001) (n=3)である。 
 
Fig. 3. Prx I (+/+) 及び Prx I (-/-) MEF 中のアポトーシスシグナル伝達 
A. Prx I (+/+) 及び (-/-) MEF中における 5 J/cm2 UVA 照射前後の p53, 
Bcl-2, 及び Bcl-xLのウエスタンブロット分析 
B.ウエスタンブロットによる p53, Bcl-2, 及び Bcl-xLの定量化。 p53 の発現 
は増大するが、一方 Bcl-2 及び Bcl-xL 発現レベルは Prx I (-/-) MEF 中に
おいて大幅に低下している(*P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001) (n =3)。 
C. p21, Noxa, PUMA, 及び Bax mRNAの定量リアルタイム PCR分析。 
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発現レベルは GAPDHのそれに規格化している。全ての 4つの p53-調節 mRNAs は
Prx I (-/-) MEFにおいて UVA照射後に著明に増加している(*P<0.05, ** 
P<0.01, *** P<0.001) (n =3)。 
 
Fig. 4. Prx I (-/-) 及び Prx I (+/+) MEF 中における UVA に誘導による ROS
生成. 
A. MEF中の ROS産生分析 
細胞は 5 J/cm2 UVA照射され、次いで DCFH-DA で染色している。蛍光標識化さ
れた ROS シグナルは共焦点レーザ走査顕微鏡で可視化されている。 
B.フローサイトメトリ-による ROS シグナルの定量化 
UVA誘導 ROS生成は Prx I (+/+) MEF に比べ Prx I (-/-) MEF中で著明に多い
(*** P<0.001)(n =3)。 
 
Fig. 5. UVA 誘導による Nrf2 及び Nrf2-調節遺伝子.  
A. Prx I (+/+) 及び (-/-) MEF中の Nrf2, Prx I, 及び HO-1 の UVA照射前
後のウエスタンブロット分析 
B. Nrf2, HO-1, 及び Prx I のウエスタンブロットによる定量化 
Prx (-/-) 及び (+/+) MEF 中の Nrf-2 及び HO-1の UVA-誘導増加発現を示し
ている。 Prx I は UVA-処理 Prx I (+/+) MEF 中では増加し、そして予想通り
Prx I (-/-) MEF中では未検出である。 
C.Nrf2-調節遺伝子 HO-1 及び GCLMの定量リアルタイム PCR  
mRNA 発現 レベルは GAPDH のそれに標準化している (*P<0.05, ** P<0.01, 




Fig. 6. Prx (-/-) MEF 中の UVA-誘導による炎症反応の増強 
A. Prx I (-/-)及び (+/+) MEF 中における IκB の 5 J/cm2 UVA照射前後のウ
エスタンブロット分析 
B. IκB ウエスタンブロットの定量化 
IκB は Prx I (+/+) MEF 中で強く発現し、UVA 照射により抑制される。IκB 
発現は Prx I (-/-) MEF 中において著明に低下しており、UVA照射後も低いま
まである。(*P<0.05) (n =3)。 
C. TNFα 及び IL-6 mRNA の定量リアルタイム PCR 分析。 
UVA-誘導 TNFα 及び IL-6 mRNA レベルは Prx I (+/+) MEF に比べ Prx I (-/-)
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Annexin V Annexin V 
□Prx I  (-/-) 
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Fig. 3.  
C 
□Prx I  (-/-) 



























Fig. 4.  
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B * ** *** 
Prx I  (-/-) Prx I  (-/-) 
 + UVA 
Prx I  (+/+) Prx I  (+/+) 
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